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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Agnieszki Sosnowskiej

pt. ,Charakterystyka mutantéw Klebsiella pneumoniae izolowanych z populacji

traktowanej fagami litycznymi”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Eweliny Sosnowskiej zostata wykonana
pod kierunkiem Pani Profesor Zuzanny Drulis-Kawy i promotor pomocniczej Pani Doktor
Grazyny Majkowskiej-Skrobek, w Zaktadzie Biologii Patogenow i Immunologii, na Wydziale
Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego. Praca dotyczy szczepow Klebsiella
pneumoniae izolowanych po traktowaniu populacji bakteryjnej litycznymi bakteriofagami,
specyficznymi do tej bakterii.

Praca ma charakter tradycyjnej monografii, obejmujgcej takie typowe rozdziaty jak
Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Whnioski, Bibliografia. Ponadto
uwzgledniono elementy pomocnicze jak Spis tresci, Streszczenie, anglojezyczny Abstract, a
takze Wykaz ilustracji, Wykaz tabel, Wykaz skrotow. Struktura pracy jest wiec w wiekszoéci

typowa, prawidtowa i kompletna.
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Przystepujac do analizy tresci przedstawionej do oceny pracy, chciatabym zaczac

od przejrzystego i dobrze napisanego wstepu. Wstep daje dobrg podstawe teoretyczng dla

zrozumienia pozostatych czesci rozprawy, Doktorantka zadbata o to, aby wszystkie

zagadnienia, ktore zawarta w czesci opisujgcej wyniki zostaty odpowiednio wprowadzone i

omowione we wstepie. W zakresie merytorycznym mam do tej czesci pracy nastepujace

drobne uwagi:

1.

Na stronie 11 w pierwszym akapicie znajduje sie opis zastosowanej u pacjanta i
opisanej w publikacjach terapii fagowej, niestety jest catkowicie niejasne co
wtasciwie wykonano i co przyniosto, a co nie przyniosto oczekiwanego efekty
terapeutycznego. Jakie wnioski co do terapii fagowej w infekcjach K. pneumonia
mozna wysnuc na podstawie tych publikacji?

Na stronie 22 znajduje sie opis putapek neutrofilowych, ktory, by¢ moze z powodu
potkniecia jezykowego, zawiera btad; chciatabym prosi¢ o krotkie wyjasnienie jak
putapki neutrofilowe sg zbudowane

Na stronach 24-25 mamy krotki akapit dotyczacy roli depolimeraz i rozpoznawania
receptora u fagow K. pneumoniae, chciatabym prosi¢ o omowienie roli depolimeraz
w tym rozpoznaniu

W tabeli nr 1 na stronie 26 mamy kilka fagow, dla ktorych podano nieaktualng
pozycje taksonomiczng, prosze Doktorantke o podanie aktualne;j

Na stronie 36 znajdujemy opis konkurencji fagow o tzw. , wspolne dobra”, jednak
doprecyzowanie czym te ,dobra” sg jest zaskakujgce. Prosze o dodatkowy
komentarz dotyczacy konkurencji o podstawowe elementy budulcowe, jak

aminokwasy lub nukleotydy, a takze o zasoby energetyczne komarki

Rozdziat Cel pracy uwazam za wyjatkowo dobrze i jasno sformutowany, nie mam

zadnych uwag do tej czesci pracy.

Rozdziat Materiaty i metody uwazam za dobrze i szczegdtowo opracowany, znajdujemy

w nim wszystkie niezbedne opisy procedur, a takze informacje o strategii przygotowania i

porownania prob poddanych analizie. Drobne uwagi do tej czesci pracy sg nastepujgce:

()
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1. Rowniez tutaj znajdujemy nieistniejgce juz rodziny fagowe wymienione w
taksonomii fagéw (Tabela nr 3)

2. Czy byly jakie$ konkretne powody (np. dane literaturowe) dla przyjecia poziomow
odciecia inaktywacji fagéw na poziomie 50% a wrazliwosci bakterii na surowice na
poziomie min. 2 rzedéw wielkosci CFU (str. 46)

3. Czy rzeczywiscie rekombinowane depolimerazy przechowywano w tem. — 4 st. C, a

jesli tak to dlaczego (czy tez jest to omytka pisarska; str. 51)

Wyniki przedstawione w pracy sg obszerne, spojne, dobrze przedstawione. Opis jest dos¢
drobiazgowy i opatrzony duig liczba rycin i tabel, ktore sg niezbedne dla zrozumienia tej czesci
rozprawy. Uwazam, ze zakres wykonanych prac jest szeroki, ambitny i z pewnoscig pozwolif na
zdobycie szerokich umiejetnosci i pogtebionej wiedzy przez Doktorantke. Mam jednak kilka
uwag do tej czesci pracy.

1. Najwieksze watpliwosci wzbudza rozdziat poswiecony analizie zjadliwosci mutantow,
poniewaz znajdujemy tam w kilku miejscach (np. str. 97) stwierdzenia, ze zastosowanie
fagow wptywa na zmniejszenie wirulencji szczepow bakteryjnych, podczas kiedy nie do
korica znajduje to odzwierciedlenie w przedstawionych danych. Na przykiad na rysunku
nr 67 widac¢ wyrainie, ze szczepow o zwiekszonej zjadliwosci przybyto po zastosowaniu
faga KP27, podobnie na rysunku nr 64, watpliwosci budzi tez taka interpretacja w
wypadku rysunku 65.

2. Na rysunkach 61 i 61 prawdopodobnie zamieniono opisy paneli A i B — prosze o
weryfikacje.

3. Mam tez pytanie, na ile reprezentatywne dla catej populacji o okreslonym profilu sg
klony, ktore przedstawiono na rysunkach 59-63

4. Na stronie 89 znajdujemy stwierdzenie, ze ,podsumowujgc, presja selekcyjna fagow w
kierunku uwrazliwienia na dopetniacz moze wynika¢ gtéwnie ze zmian powstatych w
strukturze LPS”, nie jest jednak jasne, co prowadzi Doktorantke do tej konkluzji.

5. Prosze rowniez o komentarz do raportowanej w kazdym kolejnym rozdziale sporej
zmiennos$ci wérod klonéw kontrolnych, czyli hodowanych bez presji selekcyjnej ze

strony fagow. Czy jest to naturalna sytuacja i z czego moze ona wynikac?
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6. Rysunek 33 posiada niepetng legende

7. Rozdziat dotyczacy analizy profili antybiotykoodpornosci zawiera pewng liczbe
niescistosci, na przyktad w opisie profilu Kp77 znajdujemy informacjg, ze w grupie
kontrolnej pojawit sie 1 klon bakteryjny oporny na TZP wyizolowany z planktonu-
tymczasem grafika przedstawia jedynie 2 klony na linii tzw. cut-off. Dalej mamy
informacje o 3 klonach opornych na ciprofloksacyne w biofilmowej grupie Kp77/KP34
(widze 5). Opis rysunkow 69-70 wymagatby wigc uporzadkowania i korekty omytek tego

typu.

Dyskusja przedstawiona w pracy jest zwiezta, ale wystarczajgca, jest tez w wiekszosci
adekwatna do zaprezentowanych wynikéw. Dobrze lokuje nowe, zawarte w pracy obserwacje na
tle istniejgcego stanu wiedzy, jest ciekawa i dowodzi dobrego rozeznania Doktorantki w
aktualnej literaturze w dziedzinie. Mam dwie uwagi do tej czesci pracy.

1. Pierwsza dotyczy réwniez interpretacji obserwacji zmian wirulencji badanych klonéw. Na
stronie 154 znajdujemy informacje, ze ,byly przypadki klonow o zwiekszonej
wirulencji”. Wydaje sie to zbyt tagodnym stwierdzeniem w sSwietle zaprezentowanych
danych. Klondw tych byto w przebadanych populacjach dosé duzo, niejednokrotnie zas
miaty wsrod bakterii poddanych dziataniu fagow istotniejszy udziat niz w populacji
kontrolnej. Zabrakto mi wiec komentarza do tych obserwacji.

2. Na stronie 152 znajdujemy informacje o ,szybkim selekcjonowaniu opornosci bakterii
na stosowane fagi w trakcie terapii”. Czy rzeczywiscie tak jest? Czy dane literaturowe na
temat prawdziwej terapii fagowej u ludzi i zwierzat sg rzeczywiscie zbiezne z tym, co

raportowano dla kultur laboratoryjnych bakterii i fagow?

Na koniec chciatabym podkresli¢, ze wskazane w niniejszej recenzji niedociggniecia nie
stanowig istotnego problemu dla ogolnej wartosci pracy, ktorg oceniam wysoko. Chce tez
podkresli¢, ze jest to jedna ze staranniej opracowanych, edytowanych i uporzadkowanych prac
doktorskich, jakie oceniatam. Literowki czy potkniecia jezykowe, btedy w przypisaniu numerow
rycin, tabel, odsytaczy itp. wfasciwie w niej nie wystepujg, a czytanie tak starannie

przygotowanej rozprawy byto duzg przyjemnoscig.
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Podsumowanie

Po dokfadnym zapoznaniu sie z przedstawiong do oceny pracg stwierdzam, ze zakres
wykonanych badan i uzyskanych wynikow spetnia z nawigzka wymagania stawiane pracom
doktorskim. Przeprowadzone badania dowodzg wysokich umiejetnosci w zakresie
mikrobiologii, biologii molekularnej i bioinformatyki. Stwierdzam, ze Doktorantka wykonata
ciekawg i nowatorskg prace badawcza, wnoszacg oryginalny wktad w zrozumienie w jaki
sposdb presja selekcyjna ze strony bakteriofagow zmienia witasciwosci szczepow
bakteryjnych. Rozprawa zostata napisana ciekawie, zrozumiale i wyjgtkowo starannie.
Przedstawiona do oceny rozprawa spetnia w mojej ocenie wymagania stawiane ustawowo i
zwyczajowo rozprawom doktorskim, dlatego przedstawiam Wysokiej Radzie Dyscypliny
Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie mgr

Eweliny Agnieszki Sosnowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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